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La presente invention, qui trouve application dans le domaine 
agricole, a essentiellement pour objet 1'utilisation des ulvanes, notamment 
extraits d'algues vertes du genre Ulva ou Enteromorpha, ou 
d'oligosaccharides derives d'ulvanes, comme eliciteurs des mecanismes 
d'absorption de I'azote et de la synthese proteique. 

La presente invention a egalement pour objet des compositions 
fertilisantes telles que, par exemple, des engrais contenant ces ulvanes ou 
oligosaccharides derives d'ulvanes ainsi qu'un procede de traitement des 
plantes ou des sols les utilisant. 

Dans le cadre de la presente description, on entend designer par 
I'expression « composition fertilisante » tout produit dont I'emploi est 
destine a assurer ou a ameliorer les proprietes physiques, chimiques ou 
biologiques des sols ainsi que la nutrition des vegetaux. 

Une telle composition peut etre, par exemple, un engrais applique 
15 par voie racinaire ou par voie foliaire. 

On sait que les engrais se definissent comme des matieres 
fertilisantes dont la fonction principale est d'apporter aux plantes des 
elements directement utiles a leur nutrition (elements fertilisants majeurs, 
elements fertilisants secondaires et oligo-elements). 
20 a cet effet, les engrais racinaires ou foliaires utilisent generalement 

des sources d'azote, de phosphore et de potassium ainsi que des oligo- 
elements et des acides amines. 

Les plantes absorbent principalement I'azote, qui est un element 
nutritif essentiel a leur croissance. 

L'azote est generalement apporte sous la forme de nitrate ou 
d'ammonium dont 1'utilisation en grande quantite pose des problemes sur 
le plan ecologique. 

Une des reponses possibles aux effets indesirables de la fertilisation 
par les nitrates consiste a ameliorer I'efficacite de I'absorption de I'azote et 
de son assimilation, c'est-a-dire son incorporation dans les molecules 
organiques et notamment dans les proteines. 

Pour etre absorbe par la plante I'azote mineral doit traverser les 
parois et les membranes cellulaires. Le passage de la membrane, qui 
entoure la cellule, constitue I'etape determinate du controle par la plante 
de sa nutrition minerale. 



25 
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A ce stade, les mecanismes d'entree de I'azote dans la plante sont 
centrales par des transporters. 

Par la suite, I'ammonium issu de la reduction du nitrate ou absorbe 
directement par les racines ou la feuille est integre aux molecules 
5 organiques pour donner la glutamine et le glutarnate. Ces deux reactions 
sont catalysees par la glutamine synthase et la glutarnate synthetase. Ces 
enzymes peuvent etre considerees, dans certaines conditions, comme 
facteurs limitants de I'assimilation de I'azote. 

L'ammonium apparaTt done comme un intermediate essentiel du 
10 metabolisme azote de la plante. 

Cet azote est ensuite transfere a d'autres molecules pour former les 
acides amines. Le materiel carbone constitutif des acides amines et 
I'energie necessaire au deroulement de ces reactions sont fournis par la 
photosynthese et la respiration. 
15 La synthese des acides amines a lieu principaiement dans les 

chloroplastes. L'assimilation du C02 fournit le squelette carbone 
necessaire a la synthese des acides amines. 

A ce niveau, differentes enzymes comme I'enolase, la citrate 
synthase ainsi que Tisocitrate dehydrogenase jouent un role cle dans la 
20 production des precurseurs d'acides amines obtenus a partir de la 
transformation du 3-phosphoglycerate produit lors de la photosynthese. 

La triosephosphate isomerase est responsable de Petape de 
transformation du glyceraldehyde phosphate en dihydroacetone 
phosphate. Le dihydroacetone phosphate exporte du chloroplaste 
25 represente non seulement un important precurseur de la synthese des 
sucres mais aussi un metabolite de transport pour Fenergie et les 
equivalents reducteurs. Le dihydroacetone phosphate est a disposition 
pour des syntheses (saccharose, proteosynthese) ou se transforme en 3 
phospho-D-glycerate en transferant son energie a FADP et son hydrogene 
30 au NAD+ necessaires au metabolisme ceilulaire et notamment a la 
synthese de glutamine et la glutarnate. 

Les peroxydases sont, quant a elles, connues pour leur implication 
dans la croissance, via leur activite sur la division ceilulaire. Les enzymes 
glutathion peroxydase et superoxyde dismutase permettent ainsi de 
35 maintenir une forte activite photosynthetique en assurant une bonne 
detoxification des radicaux libres produits au cours de ce processus. 
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II est connu que la synthese ou I'activite des transporters et des 
differentes enzymes impliques dans ces mecanismes peuvent varier en 
reponse a un certain nombre de signaux, qu'ils soient externes (lumiere, 
apport d'azote, substances chimiques, ...) ou internes (rythme circadien). 
Ainsi, pour augmenter la capacite de reponse a la fertilisation azotee en 
termes d'absorption de I'azote mineral, de croissance et de production de 
proteines d'une plante, une des strategies possibles consiste a stimuler 
prealablement les reactions liees aux metabolismes azote et carbone par 
('utilisation de molecules signaux. 

Les algues marines constituent une ressource vegetale abondante 
et sont, depuis longtemps, utilisees sur les regions coheres comme 
fertilisants du sol. La germination des graines, I'obtention de meilleurs 
rendements, une resistance aux maladies, une duree de conservation plus 
longue des fruits ont ete mis en evidence par suite de traitements de 
plusieurs plantes par des extraits d'algues. Les conclusions en matiere de 
croissance et de sante des plantes avaient essentiellement ete attributes a 
la richesse en betaines, en phytohormones et en oligo-elements des 
algues utilisees. 

C'est dans ce contexte qu'il a ete decouvert, et ceci constitue le 
fondement de la presente invention, que les ulvanes notamment extraits 
d'algues vertes et les oligosaccharides derives de ces derniers permettent 
de facon tout a fait surprenante et inattendue de stimuler I'expression des 
genes du metabolisme azote (transporter d'ammonium, nitrite reductase, 
glutamate synthase et glutamine synthetase) ainsi que certains genes du 
metabolisme carbone, notamment impliques dans I'apport de materiel 
carbone necessaire a la synthese des acides amines. Cette forte activite 
metabolique est soutenue par une stimulation des processus de division 
cellulaire (peroxydases) et une bonne activite detoxifiante necessaire au 
controle de la surproduction de radicaux libres generes par une forte 
activite photosynthetique. 

Ces ulvanes peuvent done etre utilises en complement dans des 
compositions fertilisantes, telles que des engrais, comme activateurs de 
('absorption de I'azote mineral et de son assimilation sous forme de 
proteines. 

De telles compositions permettent une production d'azote 
organique accrue repondant aux besoins de croissance de la culture, qui 
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s'exprimera notamment en terme d'ameiioration de rendement Ces 
compositions permettent egalement une augmentation de la teneur en 
proteines et de la vaieur nutritionnelle des proteagineux et des fourrages. 
Ces compositions permettent encore de reduire les risques de 
5 toxicite provoquee par une accumulation excessive d'ions ammonium au 
niveau foliaire ou de reduire les accumulations de nitrates dans les 
feuilles, 

Ainsi, selon un premier aspect, la presente demande vise a couvrir 
('utilisation des ulvanes, notamment extraits d'algues vertes du genre Ulva 
10 ou Enteromorpha, ou d'oligosaccharides derives d'ulvanes, comme 
eliciteurs des mecanismes d'absorption de Tazote et de la synthese 
proteique. 

Les utvanes utiles selon Tinvention sont des polysaccharides 
hydrosolubles presents notamment dans les parois cellulaires des algues 
15 vertes des genres Ulva et Enteromorpha. 

Les ulvanes se definissent plus precisement comme des 
polysaccharides acides fortement sulfates et sont essentiellement 
composes d r unites derivees de rhamnose 3-suIfate, de xylose, de xylose 2- 
sulfate, d'acide glucuronique et d'acide iduronique. 
20 Les quatre unites recurrentes suivantes sont notamment 

caracteristiques des ulvanes : 




25 >4)- p-D-GIcA- (1>4> a-L-Rha 3 sulfate(i> 

(encore denomme acide ulvanobiouronique 3-sulfate type A) 
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OH 



>4)- a-L-IdoA- (1>4> a-L-Rha 3 sulfate(l> 

(encore denomme acide ulvanobiuronique 3-sulfate type B) 




>4> p-D-Xyl- (t>4)- a-L-Rha 3 sulfate(l> 

(encore denomme acide ulvanobiose 3-sulfate) 

OS0 3 "Na + OS0 3 "Na + QH 

>4)- p-D-Xyl 2 -sulfate- (1>4)- a-L-Rha 3 sulfate(l> 

(encore denomme acide ulvanobiose 2',3-disulfate) 

Les ulvanes represented entre 5 et 20% du poids sec de I'aigue. 
Leur poids moleculaire varie entre 90000 et 500000 g.mol" 1 chez les 
genres Ulva et Enteromorpha. 

Avantageusement, les ulvanes utilises selon la presente invention 
sont extraits d'algues choisies dans le groupe constitue des especes 
suivantes : Ulva armoricana, Ulva rigida, Ulva rotundata, Ulva lactuca, 
Enteromorpha intestinalis et Entoromorpha compressa. 
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Des extraits d'algues riches en ulvanes susceptibles d'etre utilises 
dans le cadre de la presente invention peuvent etre obtenus a partir des 
especes d'algues precitees par un procede comportant generalement les 
etapes suivantes : lavage, broyage, extraction (separation solide-liquide) 
5 et eventuellement fractionnement et concentration. 

L'extrait obtenu peut etre plus ou moins concentre selon I'utilisation 
envisagee. Une deshydratation totale de cet extrait permettant une 
presentation sous forme pulverulente hydrosoluble peut etre obtenue, par 
exemple, par seeheur a tambour ou par atomisation. 

10 Les oligosaccharides derives d'ulvanes susceptibles d'etre utilises 

dans le cadre de l'invention peuvent etre obtenus par hydrolyse acide ou 
enzymatique, a partir des extraits precites. 

Les conditions d'extraction et la nature des algues seront choisies 
de telle fagon que l'extrait obtenu presente la concentration souhaitee 

15 dans ['application envisagee. Ces choix pourront etre facilement realises 
par I'homme du metier notamment en tenant compte des indications 
generates qui vont suivre. 

D'une fagon generate la quantite d'ulvanes ou d'oligo-saccharides 
derives d'ulvanes apportee aux plantes est de 0,1 g a 100 g par litre et 

20 preferentiellement de I'ordre de 1 g par litre pour les apports sous forme 
liquide en foliaire ou dans les solutions nutritives racinaires (hydroponie, 
goutte a goutte, ...) ou bien encore de 10 a 1000 g/ha et de preference de 
I'ordre de 200 g/ha pour les apports sous forme solide dans les engrais 
pulverulents ou granules. 

25 La quantite d'ulvanes apportee aux plantes doit etre suffisante pour 

stimuler I'expression des genes impliques dans I'elicitation des 
mecanismes d'absorption de I'azote et de la synthese proteique. Cette 
quantite est variable selon la nature de la plante a traiter et le mode de 
traitement (voie foliaire ou voie racinaire). Cette quantite pourra 

30 notamment etre determinee au cas par cas par la mise en ceuvre de tests 
macroarrays tels que definis ci-dessous. 

Selon un deuxieme aspect, la presente demande vise a proteger un 
procede de traitement des plantes ou des sols destine a activer les 
reactions d'elicitation des mecanismes d'absorption de I'azote et de la 

35 synthese proteique, caracterise en ce qu'il comprend I'application auxdites 
plantes ou aux sols d'une quantite efficace d'ulvanes, notamment extraits 
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d'algues vertes du genre Ulva ou enteromorpha, ou ^oligosaccharides 
derives d'ulvanes. 

Avantageusement, Implication aux plantes sera realisee par voie 
foliaire ou par voie racinaire. 
5 La quantite efficace d'ulvanes ou d'ofigo-saccharides derives 

d'ulvanes apportee aux plantes est de 0,1 g a 100 g par litre et 
preferentiellement de I'ordre de 1 g par litre pour les apports sous forme 
liquide en foliaire ou dans les solutions nutritives racinaires (hydroponie, 
goutte a goutte, ...) ou bien encore de 10 a 1000 g/ha et 

10 preferentiellement de I'ordre de 200 g/ha pour les apports sous forme 
soiide dans les engrais pulverulents ou granules. 

A titre d'exemples de produits fertilisants conformes a I'invention, 
on citera les amendements calcaires, les amendements organiques et les 
supports de culture, les engrais racinaires de type NP, PK, NPK, etc., les 

15 engrais foliaires ou encore les solutions nutritives racinaires. 

Les substances fertilisantes susceptibles d'etre utilisees en 
association avec les ulvanes ou ies oligosaccharides derives d'ulvanes 
peuvent etre de natures variees et choisies par exemple parmi Puree, le 
sulfate d'ammonium, le nitrate d'ammonium, le phosphate naturel,' le 

20 chlorure de potassium, le sulfate d'ammonium, le nitrate de magnesium, 
le nitrate de manganese, le nitrate de zinc, le nitrate de cuivre, I'acide 
phosphorique, I'acide borique. 

La presente invention trouve application dans le traitement d'une 
tres grande variete de plantes. 
15 Parmi celles-ci, on citera en particulier : 

-les plantes de grande culture telles que les cereales (ble, 
mai's), 

- les proteagineux (pois), 

- les oleagineux (soja, tournesol), 

0 - les plantes prairials utiles pour I'alimentation animale, 

- les cultures specialises telles qu'en particulier le maraichage 
(laitue, epinards, tomate, melon), la vigne, ('arboriculture (poire, 
pomme, nectarine), ou ('horticulture (rosiers). 

Par I'expression "plante" on entend designer dans la presente 
5 demande la plante considered dans son ensemble, incluant son appareil 
racinaire, son appareil vegetatif, les graines, semences et fruits. 
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La presente invention sera maintenant illustree par les exemples 
non limitatifs suivants. 

Dans ces exemples, et sauf indication contraire, les pourcentages 
sont exprimes en poids et la temperature est la temperature ambiante. 

5 

EXEMPLE 1 - Precede de preparation d'un extra it d'alaue riche en 
ulyanes utiiisable dans le cadre de I'invention 

A — Description generaje 

10 

a) Preparation des ulvanes 

La fraction d'uivanes est obtenue par extraction aqueuse d'algues 
fraiches (100 g d'algues fraiches par litre d'eau). 

^extraction est realisee sous agitation a 90 °C, pendant 2 heures. 
15 L'extrait est ensuite filtre sur une membrane (80 urn de porosite). Le 
solvant (eau) est evapore pour obtenir une poudre hydrosoluble. 

b) Preparation des oiigoulvanes 

Les ulvanes prepares comme indique en a) ci-dessus sont 
20 hydroiyses dans 1 litre de solution acide (acide trichloroacetique ou acide 
chlorhydrique concentre a 2-3 mol I" 1 ) a 100 °C pendant 30 mins alh, 
preferentiellement de I'ordre de 40 mins. 

L'acide glucuronique, I'acide aldobiuronique, I'ulvanobiouronate et 
I'acide iduronique ont ete identifies dans les produits d'hydrolyse. 

25 

B. Exemole detaille d^xtraction : 

Un extrait d'Ulva armoricana enrichi en ulvanes et, en particulier, 
en derives d'acide iduronique de type xyloidurorhamnane a ete obtenu en 
suivant le protocole experimental suivant : 

30 

a) Lavage 

Des algues fraiches de type Ulva armoricana sont soumises a deux 
lavages successifs dans un bac d'eau afin d'eliminer le sable et les 
graviers. 

35 Les algues sont ensuite deposees dans des paniers grillages en inox 

avant d'etre introduites dans des bacs ou elles sont recouvertes d'eau. 
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Une agitation par des buses d'aeration permet de maintenir les 
algues en suspension en favorisant ainsi la decantation des impuretes. 

b) Broyaae 

Les algues, ainsi lavees, sont egouttees puis broyees en morceaux 
de 1 a 10 mm. 

c) Extraction 

1000 kg d'algues sont disperses dans un reacteur chauffant 
contenant 10000 kg d'une solution aqueuse portee a une temperature de 
90°C. L'ensemble est maintenu a cette temperature pendant une duree 
d'environ 2 heures. 

Prealablement a I'extraction, les cellules algales deja broyees sont 
micro-eclatees au moyen d'un homogeneisateur de type U LTRA-TU RAX® 
afin de favoriser I'extraction. L'operation de separation inteivient a Tissue 
des 2 heures d'extraction. 

d) Separation 

La fraction soluble, riche en derives d'acide iduronique de type 
xyioidurorhamnane, est separee des debris d'algues par centrifugation 
(separation solide-liquide). 

L'extrait centrifuge est ensuite filtre, soit sur un filtre a terre de 
diatomees, soit sur un filtre a plateaux, puis a nouveau filtre sur une 
membrane jusqu'a 1 urn. 

Le filtrat ainsi obtenu comprend entre 0,1 et 1 % en poids d'extrait 

sec. 

L'extrait ainsi prepare peut etre utilise sous une forme plus ou 
moins concentree, la concentration finale etant determinee en fonction de 
la teneur recherchee en derives actifs dans ('application envisagee. 

Ainsi, le filtrat mentionne precedemment peut etre concentre, par 
exemple, au moyen d'un evaporateur a flot tombant, de fagon a ce que 
l'extrait sec represente de 10 a 60 % en poids de celui-ci. 

Une deshydratation totale peut egalement etre obtenue, par 
exemple, par secheur a tambour ou par atomisation lorsque I'on recherche 
une presentation sous forme pulverulente hydrosoluble. 
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En procedant comme decrit ci-dessus, on a prepare divers extraits a 
partir de six especes d'algues vertes des genres Ulva ou Enteromorpha, La 
composition de ces extraits sees est presentee dans !es tableaux 1A et IB 
ci-apres. 

5 

TABLEAU 1A : Composition des extraits d'algues vertes 



Algue 


% d'ulvanes 

(% du poids 
sec de I'algue) 


% de 
sucres 
totaux 


%de 
sulfates 


% de 
proteines 


Ulva armoricana 


7-15 


50-80 


10-20 


3-7 


Ulva rigida 


5-18 


50-80 


13-17 


1-10- 


Ulva rotundata 


6-15 


50-70 


10-20 


1-10 


Ulva lactuca 


5-17 


50-70 


10-20 


1-8 j 


Enteromorpha 
intestinalis 


5-15 


45-75 


15-20 


1-10 | 


Enteromorpha 
compressa 


5-16 


50-75 


10-20 


1-12 j 



TABLEAU IB : Composition en oses et en acides uroniques des extraits 
10 d'algues vertes 



Algue 


Rha 


Gal 


Glc 


Xyl 


GIcA 


IdoA 


Ulva armoricana 


45-50 


1-4 


5-20 


6-15 


15-25 


5-15 


Ulva rigida 


50-60 


0,5-2 


5-8 


5-15 


18-35 


2-5 ! 


Ulva rotundata 


45-55 


1-3 


5-15 


5-25 


16-30 


0,5-5 


Ulva lactuca 


45-60 


0,5-5 


2-6 


1-10 


15-25 


2-5 


Enteromorpha 
compressa 


25-50 


1-5 


2-10 


5-15 


10-20 


5-10 


Enteromorpha 
intestinalis 


30-50 


1-4 


1-5 


6-15 


15-20 


5-10 



EXEMPLE 2 

15 A - Effete des ulvanes sur I'expression des genes d'une plants 
rnodele 

Une analyse globale de I'expression de nombreux genes impliques 
dans la defense d'une plante rnodele a ete realisee en faisant appel aux 
techniques de genomique fonctionnelle. La legumineuse Medicagc 
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truncatula (nombre important de sequences d'ADN disponibles) a ete 
utilisee comme plante modele. 

On a ainsi etudie I'effet des ulvanes sur plus de 25 genes impliques 
dans le metabolisme azote et carbone, ainsi que dans ies processus 
oxydatifs lies a la division cellulaire de cette plante modele par analyse 
macroarray. 

a) Materiel biologique 

Des plantes de Medicago truncatula lignee F83 005.5 sont cultivees 
dans un environnement contrdle (16h / 8h, 20°C / 15°C, 60 % humidite). 

Les produits etudies ont ete apportes, soit par voie foliaire, soit par 
voie racinaire. 

Dans le cas de rapport foliaire, les differentes solutions d'eliciteurs 
sont pulverisees sur les feuilles des plantes agees de 1 mois a la 
concentration de 1 mg/rnL. 

Dans le cas de I'apport racinaire les produits sont introduits dans !e 
milieu nutritif. 

L'etude de Texpression giobale des genes potentiellement impliques 
dans le metabolisme et dans la signalisation a ete poursuivie par 
macroarray. 

b) Preparation des Macroarrays 

Une selection d'etiquettes de genes exprimes (EST) de Medicago 
truncatula basee essentiellement sur leurs implications dans le 
metabolisme primaire est realisee en utilisant les bases de donnees TGIR 
et MENS. 

Des EST appartenant aux sequences de Medicago truncatula 
[Tentative consensus sequences (TC)] sont recuperees des librairies MtBA, 
MtBB et MtBC. 

Deux fragments genomiques (TC85619, TC85808) sont amplifies 
par PCR utilisant I'ADIM genomique de Medicago truncatula comme 
amorce. Ces 2 ESTs sont ensuite clones en pGEM-Teasy vector (Promega) 
et verifies par sequencage. 

Les autres fragments d'ADN sont amplifies par PCR en utilisant les 
amorces universelles complementaires aux sequences vecteurs encadrant 
le site de clonage des ADN. Les produits d'arnplification sont analyses par 
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electrophorese et sont ajustes a 0,2-0,5 ug/uL avec du DMSO (50%) et 
deposes sur une membrane a I'aide d'un robot (Eurogridder spotting 
robot). 

5 c) Resultats 

L'activite des ulvanes d'algues conformement a I'exemple 1 a ete 
etudiee en suivant I'expression, de fagon simultanee, d'une trentaine de 
genes. Les differentes categories d'ESTs selectionnees sont classees par 
famille : metabolisme azote, metabolisme carbone et processus oxydatifs. 

10 Les extraits d'algues vertes riches en ulvanes entrament I'induction 

de 5 a 7 genes potentiellement impliques dans le metabolisme primaire. 
Des reponses similaires sont obtenues pour les 2 types d'apport, i.e. 
foliaire et racinaire. L'induction des genes est plus importante pour les 
ulvanes riches en derives d'acide xyloidurorhamnane, comme par exemple 

15 les ulvanes d'Ulva armoricana et ti'Enteromorpha intestinalis. Les 
oligoulvanes obtenus apres hydrolyse presentent des resultats identiques. 
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d) Influence cfu nombre de traitements sur la sensibilization de la 
plante 

Une deuxieme serie d'experimentations a ete realisee pour evaiuer 
I'effet de la sensibiiisation de la plante traitee avec I'extrait d'Ulva 
5 armoricana. L'effet d'un second traitement avec I'extrait d'Ulva 
armoricana, 3 jours apres la premiere pulverisation, a ainsi ete evalue. Les 
effets sur I'expression des genes sont etudies par macroarray. 

Les traitements en un ou deux apports induisent I'expression d'un 
grand nombre de genes impliques dans les metabolismes primaire et de 
10 signaiisation. Les traitements induisent I'expression de genes dans toutes 
les categories fonctionnelles. 

Dans le cas du metabolisme azote, un traitement unique permet de 
stimuler I'expression de la glutamine synthetase et de la glutamate 
dehydrogenase. Un double traitement permet de doubler le nombre de 
15 genes exprimes avec notamment une surexpression des genes codant 
pour le transporter d'ammonium, la nitrite reductase, la glutamate 
synthase et la glutamine synthetase. 

Dans le cas du metabolisme carbone, un traitement unique permet 
de stimuler les genes codant I'enolase, la triosephosphate isomerase et 
20 I'isocitrate dehydrogenase. Un double traitement induit la surexpression 
des genes codant I'enolase phosphatase et la citrate synthase. 

Dans le cas des processus oxydatifs, on observe I'induction de 
I'expression de differents genes codant differentes enzymes : ascorbate 
peroxidase, peroxidase, superoxide dismutase, gluthatione peroxidase ou 
25 glutathion S-transferase. 



TABLEAU 2D : Effets des ulvanes de Ulva armoricana sur I'expression de 
certains genes en macroarrays 





Traitement 3 


TC TIGR b 


Fonction putative 


Accession 
dans GB C 


AY 1 


AV+AV 6 






1 


2 


3 


1 


2 


3 


Processu 


is oxvdatifs 
















TC76334 


ascorbate peroxydase 


AL367369 


1,60 


2,40 


1,00 


0,90 


0,74 


NS 


TC85974 


peroxydase 


AL371851 


1,05 


1,46 


NS 


2,77 


5,38 


2,69 


TC76946 


superoxyde dismutase 


AL375556 


2,49 


3,12 


1,00 


1,40 


NS 


1,00 


TC86106 


glutathione peroxydase 


AL374155 


0,88 


1,43 


1,40 


NS 


2,08 


1,90 


TCS5451 


glutathione S-transferase 


HLJUUUT/ 


•i nn 

Jl;UU 


l r 16 


1,00 


H -IF— 

l,xo 


h t— r~ 


3,01 


TC87485 


similaire a une qermine 


AL373691 


NS 


1,32 


1,10 


1,16 


NS 


NS 
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Voie des sucres 
















TC77339 


enolase-phosphatase 


AL378849 


1,00 


0,93 


NS 


NS 


1,79 


2,09 


TC85317 


enolase 


AL367711 


1,93 


1,75 


1,43 


NS 


0,96 


NS 


TC85485 


transketolase 


AL373090 


1,00 


1,00 


1,00 


1,00 


NS 


1,00 


TC85539 


triosephosphate isomerase 


AL365666 


1,61 


1,47 


1,61 


0,94 


1,23 


NS 


TC85625 


isocitrate deshydroqenase 


AL368524 


1,07 


2,67 


1,70 


0,87 


1,07 


1,44 


TC85966 


citrate synthase 


AL374303 


1,00 


NS 


NS 


1,59 


2,44 


2,24 



Voie de 1 


'azote 
















TC76943 


glutamine synthetase 


AL366171 


2,19 


4,33 


4,06 


2,88 


2,82 


0,94 


TC77277 


nitrite reductase 




0,84 


NS 


0,83 


3,56 


2,20 


2,34 


TC77553 


glutamate synthase 


AL366890 


0,92 


0,74 


0,82 


NS 


2,28 


1,97 


TC86604 


glutamate deshydroqenase 


AL372216 


1,00 


1,51 


2,21 


1,00 


NS 


NS 


TC87190 


transporteur d'ammonium 


AL370643 


1,47 


1,07 


NS 


NS 


2,09 


2,54 



a : Valeurs correspondent aux rapports "intensites des signaux des plantes traitees par 
I'extrait d'Ulva (AV)" sur "intensites des signaux des plantes controles". Seuls les genes 
5 induits (rapport>l,5) dans au moins deux experiences independantes sont inclus. Lors de 
notre comparaison des replicats des trois experiences, nous considerons que le rapport 
d'un seui gene ne doit pas etre induit dans un replicat et reprime dans au moins un des 
autres, sinon il est considere comme non significatif (NS). •/ 
b : TC TTGR, numero de Tentative de Consensus selon The Institute of Genome 
10 Research. 

c : GB, numero d 'accession dans Genebank. 

d : AV, un seul traitement AV. 

e : AV+AV, deux traitements AV consecutifs. 

15 EXEMPLE 3~Effets des yjya nes sur I'absomtion de I'aznte 
mineral 

^experimentation est effectuee sur du ble. L'extrait d'ulvanes est 
apporte au soi a raison de 100 et 200 g/ha ou par voie foliaire a raison de 
0,1 et lg par litre en meme temps qu'une fertilisation azotee (nitrate 
20 d'ammonium). 

La coupe des bles et le pressage des bas de tige ont ete realises le 
meme jour, au stade epiaison - debut sortie des etamines, une semaine 
apres ['application. Le dosage de I'azote mineral est effectue sur le jus de 
seve. 

25 L'ensemble des traitements en foliaire ou au sol montre un effet 

significatif sur I'absorption de I'azote mineral et confirme I'effet stimulant 
sur les genes impliques dans le transport de I'azote et notamment de 
1'ammonium. 
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TABLEAU 3 : Effets des ulvanes sur V absorption d'azote mineral 





Concentration 
d'ulvanes 


Absorption d'azote 
mineral 

(en % du temoin) 


Sol 


100 g /ha 


+ 12 % 


200 q /ha 


+ 24 % 


Voie foliaire 


0,1 g /L 


+ 18 % 


lq/L 


+ 32 % 



EXEMPLE 4 — Effets des ulvanes sur la production de proteines 

5 ^experimentation est realisee sur du pois fourrager variete Solara 

et sur du mais variete Sabrina. Les plantes sont cultivees en pots sur de la 
vermiculite dans un milieu nutritif de Hoagland. 

L'extrait d'ulvanes est incorpore a la solution nutritive avant semis a 
la dose de 200 g/ha ou applique par pulverisation foliaire a la dose de 1 g 

10 par litre. Les cultures sont conduites pendant 4 semaines pour le pois et 
6 semaines pour le mais. A ce stade, la teneur et la quantite de proteines 
produites par les appareils racinaire et foliaire sont determinees. 

Dans le cas de I'apport racinaire, on observe une augmentation de 
la teneur en proteines racinaires de 16% pour le pois et 18 % pour le 

15 mais. L'amelioration du taux de proteines racinaires conjointement avec la 
stimulation de la biomasse racinaire entraine une augmentation de la 
quantite totale de proteines racinaires produites par chaque plant : 27% 
pour le pois et 31% pour le mais. Dans le meme temps, le taux de 
proteines foliaires est augmente de 12%, pour les 2 cultures. 

20 Dans le cas de I'apport foliaire, I'augmentation du taux de proteines 

est de 15% pour le pois et de 16% pour le mais. 



Tableau 4 : Effets des ulvanes sur la production de proteines 



Cultures 


Type d'apport 


Taux de proteines 
racinaires 
(en % du temoin) 


Taux de proteines 
foliaires 
(en % du temoin) 


Pois 


Sol 


+ 16 % 


+ 12 % 


Pulverisation foliaire 




+ 15 % 


Mats 


Sol 


+ 18 % 


+ 12 % 


Pulverisation foliaire 




+ 16 % 



25 
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EXEMPLE 5 - Effets des ulvanes sur la valorisation des reserves 
azotees du sol ainsi q ue sur Tefficacite de la fertilisation azotee. 

L'essai est realise sur du maTs variete Sabrina. 

Les derives d'ulvanes sont appliques au sol (200 g/ha) ou en 
pulverisation foliaire (1 g par litre) en vegetation. 

L'action du produit est etudiee d'une part en situation optimale 
(N = 180 U) et d'autre part en situation penalisante (absence de 
fertilisation azotee). 

Le dispositif experimental comprend des modalites a 4 repetitions. 

Chaque parcelle elementaire est constitute de 6 rangs de 12 m, 
avec recolte des 2 rangs centraux. Pour les parcelles beneficiant d'une 
fertilisation azotee, I'apport se fait sous forme d'uree au moment du 
labour (60 U) et au stade 8 feuilles (120 U). 

Les traitements racinaire et foliaire sont appliques environ 1 mois 
apres le semis, au stade 5-6 feuilles. 

Les controles effectues sur les lots temoins et traites se font sur les 
elements de rendement. 

Tableau 5 : Effets des ulvanes sur ^expression du rendement du maTs, 
cultive en conditions limitantes en azote. 



Unites 
d'azote / ha 


Traitement 


Rendement a 15% 


q/ha 


Variation / temoin 


q/ha 


% 


Dose 0 


Temoin 


109,45 






Ulvanes au sol 


121,80 


+ 2,35 


+ 11 % 


Ulvanes foliaire 


130,57 


+ 21,12 


+ 20 % 


Dose 180 


Temoin 


139,65 






Ulvanes au sol 


144,99 


+ 5,34 


+ 4 % 


Ulvanes foliaire 


149,43 


+ 9,78 


+ 7 % 



Les traitements ulvanes permettent une amelioration des 
rendements quelque soit la modalite. 

Dans le cas de I'apport a 180 U, le rendement passe de 
139,65 q/ha (quintaux par hectare) pour le temoin a 144,99 q/ha pour 
I'apport racinaire, soit une augmentation de rendement de plus de 5 q/ha. 
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Dans le cas de I'apport foliaire, le gain s'eleve a plus de 9 q/ha spit 
une augmentation de 7 % du rendement. 

Une situation plus penalisante en azote favorise I'expression des 
traitements ulvanes en faveur du rendement. Le differentiel devient aiors 
5 important avec un rendement qui passe de 109,45 q/ha pour le temoin a 
121,8 q/ha pour I'apport racinaire, soit un gain de 12,35 q/ha. Ce gain 
correspond ainsi a une progression de plus de 11% du rendement. Dans 
le cas de I'apport foliaire, le gain s'eleve a plus de 21,12 q/ha, soit une 
augmentation de 20 % du rendement. 
10 Les traitements ulvanes permettent ainsi. de reduire les effets 

depressifs d'une situation penalisante en azote. L'absence de fertilisation 
entraine une chute du rendement de 30 q/ha entre les temoins, aiors 
qu'elle n'est que de 9 q/ha entre le maTs traite (apport foliaire en absence 
de fertilisation azotee) et le temoin fertilise (180 U). 

15 

EXEMPLE 8 -Effets des ulvanes sur la reduction da 
I'accumulation de nitrates dans les feuilles 

Une culture de laitue est realisee sur vermiculite avec un apport de 
solution azotee entrainant ['accumulation des nitrates dans les feuilles. 
20 Au stade 4 feuilles, les plantules sont repiquees dans des pots 

contenant de la vermiculite imbibee d'une solution nutritive et de nitrates 
(20 meq N/L). 

Dans le cas du traitement foliaire, les ulvanes sont pulverisees sur 
les plantes 5 jours et 10 jours apres le repiquage. 
25 Dans le cas du traitement au sol, les ulvanes sont ajoutees 

directement dans la solution nutritive. 

L'analyse des feuilles en nitrates est realisee 20 jours apres le 
repiquage. 
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Tableau 6 : Effets des ulvanes sur la reduction de ^accumulation de 
nitrates dans les feuilles 





Dose 


Reduction de 
■'accumulation de N0 3 " 
dans la feu i lie 


Apport foliaire 


0,1 g/L 


- 12 % 


lg/L 


- 34 % 


10 g/L 


- 36 % 


Apport au sol 


10 g/ha 


- 6 % 


100 g/ha 


- 18 % 


1000 g/ha 


- 20 % 



5 L'ensemble des traitements avec I'extrait d'ulvanes entraine une 

reduction de ('accumulation des nitrates dans les feuilles de laitue. Elle 
. varie de 12 a 36 % dans le cas du traitement foliaire et de 6 a 20 % dans 
le cas de rapport au sol. 

10 EXEMPLE 7 - Exem ples de formulations incomorant des ulvanes 

On donnera ci-apres, a titre d'exemples, diverses formulations 
utilisables selon I'invention avec des indications sur les conditions de mise 
en ceuvre de ces formulations. 

15 A- AMENDEMENTS 



a) AMENDEMEIMT CALCAIRE 

Lithothamnium 1000 kg 

Derives d'ulvanes QSP 200 g/ha 

20 Dose d'apport : 1 T/ha 



25 



Carbonate de calcium 1000 kg 

Derives d'ulvanes QSP 1000 g/ha 

Dose d'apport : 1 T/ha 

b) AMENDEMENT ORGANIQUE ET SUPPORTS DE CULTURE 
Terreau 500 kg 

Tourbe 500 kg 
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Derives d'ulvanes 
Dose d'apport : lT/ha 



QSP 500 g/ha 



B - ENGRAIS RACIN AIRES 



a) ENGRAIS NP 
Lithothamnium 
Chlorure de potassium 
Uree 

Sulfate d'ammoniaque 
Derives d'ulvanes 



310 kg 
167 kg 
161 kg 
362 kg 

QSP 200 g/ha 



CULTURES 


DOSE D'APPORT (kg/ha) 


Patures 

Cereales 

Mai's 


200 - 400 



b) ENGRAIS NPK + MgO 
Lithothamnium 
Phosphate d'ammoniaque 
Sulfate d'ammoniaque 
Uree 

Oxyde de magnesium 
Chlorure de potassium 
Derives d'ulvanes 



158 kg 
116 kg 
186 kg 
156 kg 
50 kg 
334 kg 

QSP 1000 g/ha 



CULTURES 


DOSE D'APPORT (kq/ha) 


MaTs 

Cereales 

Prairies 

Toutes cultures 


400 - 800 



C - ENGRAIS FO LI AIRES 



a) SOLUTION Mg 
Nitrate de Magnesium 
Eau 



50 kg 
50 kg 
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Derives d'ulvanes 



QSP 1 g/L (solution finale 
appliquee sur la plante) 



CULTURES 


Nombre d'apports a differents 
stades de la campaqne 


Dose par 
apport 


Vergers 


3-6 


8 L/ha 


Cultures maraicheres 


2-6 


5-8 L/ha 



b) SOLUTION N Fe Mn 
Nitrate de manganese 
Chlorure ferrique 
Eau 

Derives d'ulvanes 



15 kg 
25 kg 
60 kg 

QSP 0,1 g/L (solution finale 
appliquee sur la plante) 



CULTURES 


Nombre de traitements 


Dose par traitement 


Vergers 


4-6 


3-6 L/ha 


Cultures maraicheres 


1 4-6 


3-6 L/ha 



c) SOLUTION N Mn Zn 
Nitrate de Manganese 
Nitrate de Zinc 
Eau 

Derives d'ulvanes 



31 kg 
22 kg 
47 kg 

QSP 10 g/L (solution finale 
appliquee sur la plante) 



CULTURES 


Nombre d'apports 


Dose par apport 


Mai's 


1 - 2 


4-8 L/ha 


Lin 


1 - 2 


4-8 L/ha 


Betterave 


1-3 


4-8 L/ha 


Soja 


1-2 


4-8 L/ha 


Pomme de terre 


1-3 


4-8 L/ha 


Haricots pois 


2-3 


4-8 L/ha 



d) SOLUTION NPK Oligoeiements 
Uree 

Acide phosphorique 



17 kg 
9 kg 
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Potasse 

Nitrate de Manganese 
Nitrate de Zinc 
Nitrate de Cuivre 
Chlorure ferrique 
Acide borique 
Eau 

Derives d'ulvanes 



9 kg 
0,7 kg 
0,3 kg 
0,10 kg 
0,20 kg 
0,4 kg 
63,3 kg 

QSP 1 g/L (solution finale 
appliquee sur la plante) 



CULTURES 


Nombre d'apports 


Dose par apport 


Cultures maraicheres 


5-10 


4-6 L/ha 


Vergers 


4-6 


4-6 L/ha 



e) SOLUTION B P K 
Potasse 

Acide phosphorique 
Acide borique 
Eau 

Derives d'ulvanes 



8 kg 
lkg 
lkg 
90 kg 

QSP 10 g/L (solution finale 
appliquee sur la plante) 



CULTURES 


Nombre d'apports 


Dose par apport 


Cultures maraicheres 


2-4 


3-5 L/ha 


Cultures fruitieres 


3 


5 L/ha 



D-SOLUTIONS NUTRITIVES RACIN AIRES (HYDROPONIE, GOUTTE 
A GOUTTE) 



a) SOLUTION NPK Mg 
Nitrate de potassium 
Phosphate de potassium 
Sulfate de magnesium 
Derives d'ulvanes 



50 g/L 
27 g/L 
49 g/L 

200 g/L (i.e. Ig/L de 
solution finale appliquee sur 
la plante) 
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Dilution 1 L pour 200 L d'eau 

b) SOLUTION IM Ca Mg 
Calcium nitrate 
5 Chelate de fer 
Derives d'ulvanes 



118 g/L 
5g/L 

100 g/L (i.e. 0,5 g/L de 
solution finale appliquee sur 
la plante) 



10 



Dilution 1 L pour 200 L d'eau 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation des ulvanes, notamment extraits d'algues vertes du 
genre Ulva ou Enteromorpha, ou d'oligosaccharides derives d'ulvanes, 
comme eliciteurs des mecanismes d'absorption de I'azote et de la synthese 
proteique. 

2. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que les 
ulvanes precites sont extraits d'algues choisies dans le groupe constitue 
des especes suivantes : Ulva armoricana, Ulva rigida, Ulva rotundata, Ulva 
iactuca, Enteromorpha intestinatis et Entoromorpha compressa. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou 2, caracterisee en ce que 
les extraits precites sont obtenus par un procede comportant 
generalement les etapes suivantes : lavage, broyage, extraction 
(separation solide-Iiquide) et eventuellement fractionnement, 
concentration et deshydratation. 

4. Utilisation selon la revendication 1, caracterisee en ce que les 
oligosaccharides derives d'ulvanes precites sont obtenus par hydrolyse 
acide ou enzymatique. 

5. Utilisation selon 1'une des revendications la4, caracterisee en 
ce que les ulvanes ou oligosaccharides derives d'ulvanes sont apportes 
aux plantes : 

- soit sous forme iiquide par voie foliaire ou dans des solutions 
nutritives racinaires en une quantite de 0,1 a 100 g par litre, et de 
preference de I'ordre de 1 g par litre, 

- soit sous forme solide, par exemple, dans des engrais pulverulents 
ou granules en une quantite de 10 a 1000 g et de preference de I'ordre de 
200 g par hectare. 

6. Procede pour ameliorer I'absorption d'azote et la synthese 
proteique des plantes, caracterise en ce qu'il comprend I'application 
auxdites plantes ou aux sols, d'une quantite efficace d'ulvanes, 
notamment extraits d'algues vertes du genre Ulva ou Enteromorpha, ou 
d'oligosaccharides derives d'ulvanes. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise en ce que 
I'application aux plantes est realisee par voie foliaire ou par voie racinaire. 
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8. Precede selon la revendication 6 ou 7, caracterise en ce que les 
ulvanes ou oligosaccharides derives d'ulvanes precites sont utilises en une 
quantite : 

- de 0,1 a 100 g par litre, et de preference de I'ordre de 1 g par litre 
5 pour les apports sous forme liquide par voie foliaire ou dans des solutions 

nutritives racinaires, 

- de 10 a 1000 g et de preference de I'ordre de 200 g par hectare 
pour les apports sous forme solide, par exemple, dans des engrais 
pulverulents ou granules. 

10 9. Produit fertilisant, caracterise en ce qu'il comprend une quantite 

efficace d'au moins un ulvane, notamment extrait d'algues vertes du genre 
Ulva ou Enteromorpha, ou un oligosaccharide derive d'ulvane, 
eventuellement en association avec une ou plusieurs matieres fertilisantes. 
10. Produit fertilisant selon la revendication 9, caracterise en ce 

15 qu'il se presente : 

-soit sous forme liquide et en ce qu'il contient une quantite 
d'ulvanes ou d'oligosaccharides derives d'ulvanes de 0,1 a 100 g par litre; ; 

- soit sous forme solide notamment sous forme de poudre ou de 
granules et en ce qu'il contient une quantite d'ulvanes ou 

20 d'oligosaccharides derives d'ulvanes permettant un apport de 10 a 1000 g 
et de preference de I'ordre de 200 g par hectare. 



HAT1QNJU.E1K 

LAFnorxirTx 



26 bis, rue de Saint Petersbourg - 75800 Paris Cedex OS 
Pour vous informer : INPl DIRECT 



©N*lndigol! 



>825 83 85 87) 

0.15 € TTC/mn 

Telecopie : 33 (0)1 53 04 52 65 



regue le 31/03/05 

BRE¥ET D'INVENTfON 
CERTS FICAT D'UTILITE 

Code de la propriete inteiiectueiie - Livre VI 

DESIGNATION D'IMVEMTEUf?(S) Page N° 3 

(A fournir dans ie cas ou les demandeurs et les 
inventeurs ne sont pas les memes personnes) 



N° 11235*03 



/?■■ 



INV 



08 113 @W / 2J0103 



Vos references pour ce dossier (faculiaiif) 


1H205640/3 .PH 


N° D'EN REGISTREW1ENT NATIONAL 


04 03267 


TITRE DE L'INVENTION (200 caracteres ou espaces maximum) 

Utilisation des ulvanes comme eliciteurs des mecanismes d'absorption de I'azote et de la synthese proteique. 


LE(S) DEIVIANDEUR(S) : 




COMPAGNIE FiNANCIERE ET DE PARTICIPATIONS ROULLIER 


DESIGNE(NT) EN TANT QU'IIWENTEUR(S) : 


Q Norn 


BRIAND 


Prenoms 


Xavier 


Adresse 


Rue 


10 Rue Pors Gwen Kermouster 




Code postal et ville 


I? i 2i 7i 4i OJ LEZARDRIEUX (FRANCE) 


Societe d'appartenance (faculiaiif) 




El Norn 


CLUZET 


j Prenoms 


Stephanie 


I Adresse 


Rue 


58 Boulevard des Minimes 
Appartement 20, Batiment A 




Code postal et ville 


la 1 1 i P 1 0 1 0 1 TOULOUSE (FRANCE) 


Societe d'appartenance (faculiaiif) 




Q Norn 


DUMAS 


Prenoms 


Bernard 


Adresse 


Rue 


29 Rue de la Gimone 




Code postal et viiie 


13 i1 i8 i5 iO I MONTRABE (FRANCE) 


Societe d'appartenance (faculiaiif) 




S'il y a plus de trois inventeurs, utilisez piusieurs formulaires. Indiquez en haut a droite le N° de la page suivi du nombre de pages. 


DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DES) DEfViAlMDEUR(S) 
OU DU iVIAMDATAiRE 
(Nom et qualite du signataire) 

Cabinet BEAU DE LOMENIE 
Philippe HUBERT 

CPI H° 94-0308 
Paris, ie 30 mars 2005 


r b i 



Lu loi n°70-17 du 6 privier 1973 relative a I'informatiauo, aux fichiors ol am liberies s'appliquc oir f . reponses faites a ce formulairc 

».-.'_ , J| . -I Ifi: »J»» Jl-'Ot >J -i-,'^'^ . '..I ' V.. i ■■- .^LMfl'.. l . J ' VJl I i I ''M K.3 'l*Hi*\--"Z'> v ^v.J!l p. .J J I 1 1" 1 1 'I '.. iJUf-'I'-C LV. I tl-"i t- 



aixntiur 

NATIONAL f>% 

la Mornnri 

INDUaiKIELLI 



26 bis, rue de Saint Petersbourg - 75800 Paris Cedex 08 
Pour vous informer : INPl DIRECT 



i 0 825 83 8587^ 

0.15 eTTC/mn 

Tetecopie : 33 {0)1 53 04 52 55 



recue le 31/03/05 

BREVET D'ISMVENTfON 
CERTIFICAT D'UTILITE 

Code de la propriete intellectuelle - Livre VI 

DESIGNATION D'INVENTEUR(S) Page N° ?../?. 

(A fournir dans le cas ou les demandeurs et les 
inventeurs ne sont pas les memes personnes) 



N° 11235*03 



Cet imprime est a remplir lisiblement a i'encre noire 



DB 113 210103 



Vos references pour ce dossier (facultalif) 


1H205640/3 .PH 


N° D'ENREGISTREMENT NATIONAL 


04 03267 



TITRE DE L' INVENTION (200 caractdres ou espaces maximum) 

Utilisation des ulvanes comme eliclteurs des rnecanismes d'absorption de I'azote et de la synthese proteique. 



LE(S) DEMANDEUR(S) : 

COMPAGNIE FINANCIERE ET DE PARTICIPATIONS ROULLIER 



DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) : 



H Norn 


ESQUERRE-TUGAYE 




Prenoms 


Marie-Therese 




Adresse 


Rue 


1 1 Chemin du Chateau d'eau 




Code postal et ville 


Ifl i 1 1 3i 2i 01 CASTANET-TOLOSAN (FRANCE) 


Societe d'appartenance (facultalif) 




|3 Norn 


SALAMAGNE 


Prenoms 


Sylvie 


Adresse 


Rue 


2 AII6e des 9 Muses 




Code postal et ville 


17 1 7 1 4 1 1 i 0 1 GRESSY EN FRANCE (FRANCE) 


Societe d'appartenance (facultalif) 




EI Norn 




Prenoms 




Adresse 


Rue 






Code postal et ville 


1 1 1 1 1 1 


Societe d'appartenance (facultalif) 





S'il y a plus de trois inventeurs, utilisez plusieurs formulaires. Indiquez en haut a droite le N° de la page suivi du nombre de pages. 



DATE ET SIGNATURE(S) 
DU (DES) DEMANDEUR(S) 
OU DU IVIANDATA1RE 
{Norn et qualite du signataire) 

Cabinet BEAU DE LOMENIE 
Philippe HUBERT 
CPI N° 94-0308 
Paris, le 30 mars 2005 

La loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a I'informatique, auk fichiers et aux libertes s'applique aux reponses faites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I'INPi. 




